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Resumo 


A genética tem possibilitado a identificação das espécies, podendo ser utilizada como ferramenta de 
comparação para várias finalidades. Especialmente para a identificação de espécies através da 
análise do DNA. A introdução do DNA barcoding destacou a expansão do uso do DNA 
mitocondrial na subunidade I do Citocromo C Oxidase (COI) como um marcador genético para 
identificação de indivíduos (DAWNEY et al., 2007). Foi utilizado o código de Barcode of Life Data 
Systems (BOLD), à adoção da tecnologia de código de barras de DNA como o “padrão ouro” para a 
identificação de espécies. O banco de dados BOLD fornece informações detalhadas de espécies 
sequenciadas com o Gene COI, incluindo a origem e localização atual de espécimes testemunho. A 
espécie alvo do presente trabalho é o salmo salar e teve como objetivo analisar o grau de 
confiabilidade no salmão comercializado em Belo Horizonte (MG). As amostras identificadas como 
salmão foram compradas em cinco diferentes estabelecimentos comerciais da cidade de Belo 
Horizonte — MG. O DNA foi extraído utilizando o protocolo ‘DNA extraction by Salting out” 
(MILLER S.A, et al., 1988). Foi possível a mensuração do PCR apenas na amostra 3A que foi 
recolhida do supermercado EPA, localizado no bairro Cidade Nova, Belo Horizonte (MG), logo o 
procedimento foi repetido e novamente não foi obtido sucesso nas outras amostras. 

É importante que o governo de todos os países fiscalize a fraude em pescados, melhorando as leis 
existentes e a coordenação de informações entre as agências federais, para que conhecimentos sobre 
a origem dos peixes estejam facilmente disponíveis ao consumidor. Este estudo é fundamental para 
complementar à taxonomia das espécies e para uma série de análises forense das mesmas. 


Palavras-chave: Salmo salar. Comércio de pescados. Gene COI. 


Genetic analysis of salmon sushi and sashimi traded in Belo Horizonte MG 
Brazil 


Abstract 


Genetics has enabled the identification of the species and can be used as a comparison tool for 
various purposes. Especially for species identification through DNA analysis. The introduction of 
DNA barcoding highlighted expanding the use of mitochondrial DNA im the subunit I of 
cytochrome c oxidase (CON) as a genetic marker for identifying individuals (Dawney et al., 2007). It 
was used barcode code of Life Data Systems (BOLD), the adoption of the DNA barcode technology 
as the "gold standard" for species identification. The BOLD database provides detailed information 
on species with sequenced the COI gene, including the origin and current location of testimony 
specimens. The target species of this work is the salar salmon and aimed to analyze the degree of 
reliability in salmon sold in Belo Horizonte (MG). Samples identified as salmon were purchased in 
five different commercial establishments in the city of Belo Horizonte - MG. The DNA was 
extracted using the 'salting out DNA extraction by' protocol (Miller SA, et al., 1988). The 
measurement of CRP was only possible in the sample 3A which was collected from the EPA 
supermarket, located in the New Town neighborhood, Belo Horizonte (MG), then the procedure 
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was repeated and again was not successful in the other samples. It is important that the government 
of all countries enforce fraud in fish, improving existing laws and the coordination of information 
between federal agencies, so that knowledge of fish origin is readily available to the consumer. This 
study is essential to complement the taxonomy of species and for a number of forensic analysis 
thereof. 


Keywords: Salmo salar. Fishing Trade. COI gene. 


INTRODUÇÃO 


A genética tem possibilitado a identificação das espécies, podendo ser utilizada como 
ferramenta de comparação para várias finalidades. Especialmente a identificação de espécies através 
da análise do DNA tem sido utilizada na comprovação de possíveis fraudes em produtos 
comercializados. 

A aplicação da análise forense para investigação de crime de vida selvagem rotineiramente 
envolve identificação genética de espécies com base na similaridade da sequência de DNA. A 
introdução do DNA barcoding destacou então, a expansão do uso do DNA mitocondrial na 
subunidade I do Citocromo C Oxidase (COI) como um marcador genético para identificação de 
indivíduos (DAWNEY et al., 2007). Esta metodologia vem sendo amplamente utilizada em 
diversas áreas biológicas com comprovada capacidade de diferenciar espécies estreitamente 
relacionadas em estudos que vão desde ciências forenses, sistemática molecular, à identificação de 
produtos de frutos do mar (WONG, 2011). 

A utilização de determinados primers também pode ser estendido para fins além dos 
forenses, exemplo da truta marrom (Salmo trutta) que é a espécie mais próxima do salmão do 
Atlântico, e esses indivíduos ocorrem em simpatria na natureza. Vários estudos documentaram 
hibridação entre estas duas espécies, que tem sido identificada por uma variedade de técnicas 
moleculares (DALVIN et al., 2010). 

A identificação genética de espécies baseia-se no isolamento e análise de marcadores de 
DNA que mostram uma variação interespecífica, mas que geralmente são conservados dentro da 
espécie. Os marcadores mais utilizados nos animais são as regiões do gene no DNA mitocondrial, 
em particular o Citocromo b e o Citocromo oxidase I, pois as suas taxas de mutação são mais ou 
menos coincidentes com a taxa de evolução da espécie (OGDEN et al. 2009). 

Importantes estudos para o desenvolvimento de extensas bibliotecas de código de barras de 
DNA, mais notavelmente o código de Barcode of Life Data Systems (BOLD), levou à adoção da 
tecnologia de código de barras de DNA como o “padrão ouro” para a identificação de espécies e 


tem se expandido o poder da técnica. O banco de dados BOLD fornece informações detalhadas de 
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espécies sequenciadas com o Gene COI, incluindo a origem e localização atual de espécimes 
testemunho. Estes códigos de barras COI estão reunidos a partir de várias fontes, incluindo o Fish 
Barcode of Life Initiative (FISH-BOL) e o Marine Barcode of Life Initiative (Marbol, 2015). No 
entanto, para muitas espécies, barcodes em negrito são recolhidos a partir de registros Genbank não 


tratadas e exigem uma validação adicional antes do uso (WONG, 2011). . 


A espécie alvo do presente trabalho é o salmo salar, salmão é nome comum dado ao peixe. 
Os salmonídeos são peixes de água fria, carnívoros e originários do hemisfério norte. São espécies 
predominantemente anádromas, isto é, nascem na água doce, local no qual passam os primeiros 
anos de suas vidas e em seguida migram em direção ao mar onde permanecem até alcançarem a 
maturidade sexual, quando por fim retornam ao mesmo rio onde nasceram para se reproduzirem. 

O salmão nativo do Atlântico Norte, de países como a Noruega, pertence à espécie Salmo 
salar, e as espécies do Pacífico são do gênero Oncorhynchus, dentre elas: o Chinook Salmon ou 
salmão rei (Oncorhynchus tshawytscha), o coho ou salmão prateado (Oncorhynchus kisutch), o 
masou ou salmão cereja (Oncorhynchus masou),a truta arco íris (Oncorhynchus mykiss) e Salmo 
trutta, todas estas cultivadas em aquicultura no Chile (fisbase.org). 

As principais espécies comercializadas são a truta arco-íris Oncorhynchus mykiss e o salmão 
do Atlântico, S. salar, por serem mais procurados por seu sabor. A espécie pioneira introduzida no 
Brasil foi a truta arco-íris, em 1949. O Ministério da Agricultura inseriu 5000 ovos embrionados 
procedentes da Dinamarca, que foram incubados na serra da Bocaina, na cidade de Bananal (SP). 
Posteriormente em 1991, um grupo de truticultores brasileiros importou 100000 ovos embrionados 
do salmão do Atlântico: Salmo salar “landlocked”, usualmente chamado de Ouananiche ou salmão 
Sebago, procedentes de New Port - Reino Unido (SOSISNKI, 2004). 

O salmão das espécies Salmo salar e Oncorhynchus keta tem grande importância comercial 
e por isso precisam ser monitorados frequentemente, pois há fraudes por parte dos comerciantes 
quanto à substituição por outras espécies menos valorizadas. Um exemplo disto é a truta salmonada, 
que possui características morfológicas e sensoriais semelhantes as do salmão, segundo Vallandro 
(2010), sendo assim comercializada com a denominação de salmão no rótulo. 

A truta salmonada ou truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss) apresenta a coloração da carne 
muito semelhante a do salmão, contudo o valor nutricional é menor, além do custo de produção ser 
significativamente menor, pois o salmão vive em águas salgadas enquanto a truta pode ser 
facilmente cultivada em tanques de piscicultura (SOSISNKI, 2004). 

Assim como outros salmonídeos, as trutas têm habilidade limitada para re-sintetizar os 


carotenóides fracionados durante digestão. Elas os transferem sem alterações para os tecidos e 
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tegumento, fazendo com que a coloração seja resultado da deposição desses carotenóides. A taxa de 
deposição dos carotenóides na musculatura de salmonídeos depende do tipo desse pigmento, de sua 
concentração na ração, da densidade energética da ração, tamanho do peixe, estado fisiológico, 
fatores ambientais, doenças, histórico genético e do tempo de arraçoamento com o carotenóide 
selecionado (TORRISEN, 1995). 

Ferramentas moleculares são vantajosas para utilização em análises de DNA de peixes e na 
identificação de produtos derivados destes por razões como: é possivel identificá-los em diferentes 
estágios (ovos e adultos) e, além disso, em peixes processsados, que perdem suas características 
morfológicas, tais como: filés congelados e peixes pré-cozidos (geralmente, estes não podem ser 
identificados usando procedimento tradicional de identificação), e não há especialistas suficientes 
em taxonomia alfa para a identificação de peixes, especialmente no Neotropico (CARVALHO et al., 
2011). 

O presente trabalho teve como objetivo analisar o grau de confiabilidade no salmão 


comercializado em Belo Horizonte (MG). 


MATERIAIS E MÉTODOS 

As amostras identificadas como salmão foram compradas na forma de sushi (filetes), em 
cinco diferentes estabelecimentos comerciais da cidade de Belo Horizonte - MG, documentados e 
registrados conforme TAB 1 e FIG 2-5. Após a coleta, pedaço do tecido foi armazenado em etanol a 


95% em tubo eppendorff de 1,5ml até ser realizado o procedimento de extração. 


Tabela 1: registros de coleta das amostras de Salmão 



































Local/ Amostra Data Hora Preço 
Salmão controle i ; 
(Amostra 1A) 22/02/2013 21:00 R$ 47,00 o Quilo 
Estabelecimento 1 ; . 
(Amostra 2A) 23/02/2013 21:00 R$ 53,00 o Quilo 
Estabelecimento 2 . 
(Amostra 3A) 21/02/2013 19:00 R$ 49,00 o Quilo 
Eerapelgrinento a 24/02/2013 21:00 R$52,90 o Quilo 
(Amostra 4A) i ? 
Estabelecimento 4 i : 
(Amostra SA) 25/02/2013 21:15 R$ 99,90 o Quilo 
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Figura 2: AMOSTRA 14A: Filete de salmão controle. 








Figura 4: AMOSTRA 4A: Estabelecimento 3. Figura 5: AMOSTRA 5A: Estabelecimento 4 


Extração de DNA 


O DNA das amostras foi extraído utilizando o protocolo ‘DNA extraction by Salting out’ 
(MILLER S.A, et al., 1988). 

A extração foi realizada no dia 27 de fevereiro de 2013, no laboratório de Biologia 
Molecular/ Genética da PUC Minas. Uma semana após a extração do DNA (06/03), foi verificado 
que o pellet do tubo 5A não estava visível, então o procedimento foi repetido para esta amostra. No 
dia 13 de março de 2013 foi realizada eletroforese em gel de agarose confirmando-se que todas as 


amostras apresentavam material necessário para a realização posterior de PCR. 


Amplificação do Gene COI por PCR 
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Foi possível a mensuração do PCR apenas na amostra 3A que foi recolhida do supermercado 
EPA, localizado no bairro Cidade Nova, Belo Horizonte (MG), logo o procedimento foi repetido no 
dia (03/04). Novamente não foi obtido sucesso nas outras amostras. 

O fragmento de 652 pares de bases da extremidade 5º do gene mitocondrial COI foi 
amplificado por PCR usando 2 combinações de primers: F — ATCTGTA e R — ATATGT (20pb) 
(WARD et al., 2005). 

Os mixes para PCR foram baseados no protocolo de GoTagê Green Master Mix (M712) - 





Promega. 


Resultados e Discussão 
Após a eletroforese em gel de agarose foi possível visualizar os produtos de PCR através das 


bandas de DNA das amostras. 


1Kb 1A 2A 3A 4A SA 





Figura 6: Imagem do gel de agarose com as bandas de DNA extraído das cinco amostras. 


Através da PCR e utilizando o par de primers F e R, obteve-se sucesso na amplificação da 
região do Gene COI de apenas na amostra 3A. 
O sequenciamento foi feito no laboratório de sequenciamento da Universidade Federal de 


Minas Gerais. 


Manipulação dos dados 


Obtidas as sequencias, estas foram analisadas no software MEGA versão 5.0 (Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis), onde foram manipuladas de maneira a alinhar as fitas e retirou-se 
o início e fim da sequencia que estavam ilegíveis. E o resultado foram os Eletroferogramas 


mostrados na FIG 7. 
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Análise dos dados 

A identificação da amostra foi realizada atraves de busca por sequencias similares utilizando 
duas bases de dados: BOLD e GenBank. A mais alta percentagem de identidade de pares da 
sequência consenso de cada espécie (BLAST) contra NCBI foram comparados com os percentuais 
de pontuações de amostras de similaridade da segiiência de consenso de cada espécie dentro do 


BOLD. 





Amostras Vendida como Espécie identificada 





3 Salmão - Salmo salar Salmão - Salmo salar 

















Tabela 2: Respectiva espécie identificada. 


Para comparações das sequências, foram quantificadas as distâncias genéticas com base em 
2 parâmetros (K2P) modelo de distância Kimura utilizando o MEGA. A árvore de máxima 
parcimônia usando o algoritmo Close-Neighbor-Interchange foi gerada para se visualizar a 


divergência entre a amostra e outras espécies do banco de dados (FIG 8). 


Análise do sequenciamento 

O resultado positivo em gel de agarose foi referente apenas da amostra 3A do 
sequenciamento feito no laboratório de sequenciamento da Universidade Federal de Minas 
Gerais (UFMG), através do método de Sanger. Foi feito no programa MEGA, evolutionary 
genetic analysis que permitiu analisar o resultado obtido e também possibilitou fazer uso 
comparativo através da construção de uma árvore filogenética do sequenciamento da nossa 
amostra com outras espécies, no nosso caso comprovamos que a amostra 3A é da especie Salmo 
salar. 

É possivel visualisar aqui que o sequenciamento não possui uma boa qualidade dos 
resultados, já que não há uma boa amplitude das curvas do resultado e uma não uniformidade das 
mesmas. Vale resaltar as duas curvas entre as bases 70 e 80 com grande amplificação anormal 
das bases. Possibilidades de erros no procedimento devem ser ressaltadas, como o excesso de 
primer ou excesso de DNA, não descartando também hipóteses como contaminação ou falha na 


reação do próprio sequenciamento. 


UNISANTA BioScience — p.179 - 188; Vol. 4 (2015) nº 3 Página 185 


M. Cotta 





Qualidade do Sequenciamento 


Ava SI À à ] 
dh AN AN [ L | 
| PRATA ALI AAAA lt] 


á AM Ahio 
mf FE wW I TEA 
a ES SE A TA SD n DS DTD E 0 


LLAN E CE E NN 


Figura 7: Sequenciamento das amostras de peixe 


Com respectivos resultados do sequenciamento uma nova extração de DNA de Salmo Salar 
e visualização em eletroforese, de gel de agarose a 2% foi realizada, para que dessa forma fosse 
confirmado seu isolamento e a quantidade do mesma obtida. De acordo com o resultado alcançado, 
não obtivemos nenhum resultado positivo da extração do DNA. 

Através dos resultados obtidos pela segunda extração, o trabalho foi realizado a partir de 
amostras cedidas pelo professor de genética da PUC Minas Daniel Cardoso de Carvalho, também 


coordenador do Laboratório de Genética e Conversação — LGC, da PUC Minas. 


Alinhamento: 


TO ia irem ice o DD DR TR = mm 
Ods i iud diet e bpm Dein Heg 
DENS vouwv a aRIRXE OS e» AFAR 


Tons Secondi | Tuad s Saa 





Figura 8: Alinhamento das sequências de DNA 


O alinhamento é feito para a construção da árvore filogenética, esta árvore auxilia na 
visualização dos dados obtidos. A nossa amostra 3A de salmão esta referenciada no alinhamento e 


na árvore filogenético como número 18. 
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As amostras dos nucleotídeos das espécies de truta arco-íris e do salmão do Atlântico 


foram tiradas do GeneBank . 


Árvore filogenética 
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Figura 9: Árvore filogenética comprovando que a amostra 3A trata-se da espécie Salmo salar. 


Com a elaboração da árvore filogenética é possível visualizar que realmente a amostra 3A 
coletada em belo horizonte se trata da espécie salmo salar , já que visualmente é possível ver que as 
duas amostras possui grande semelhança genética. Ressaltamos que a amostra 18 é bem menor que 
a salmo salar já que a mesma teve seu genoma estudado. Porém o programa encontrou grandes 
semelhanças entre as espécies. 

A amostra 3A, de resultado Salmo salar, foi comprada no supermercado EPA do bairro 
Cidade Nova, sendo comprovada a confiabilidade do produto vendido pelo estabelecimento. 

Constatou-se que a técnica utilizada é bem sensível à margem de erro. A técnica de 
sequenciamento de genes é uma ferramenta importante na defesa do consumidor, na fiscalização 
ambiental e em estudos de genética de conservação. 

A OCEANA, organização internacional voltada para a conservação da fauna marinha, 
recomenda que o governo de todos os países fiscalize a fraude em pescados aumentando as 
inspeções, melhorando as leis existentes e a coordenação de informações entre as agências federais, 
para que conhecimentos sobre a origem dos peixes estejam facilmente disponíveis ao consumidor. 

Este estudo é fundamental como procedimento complementar à taxonomia das espécies e 


para uma série de análises forense das mesmas. 
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